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A angiogênese é um processo fisiológico de grande importância na progressão de doenças 
denominadas doenças dependentes de angiogênese, que são retinopatias, degeneração macular 
e tumores. Desta forma, compostos que inibem a angiogênese possuem  interesse 
farmacêutico devido ao seu potencial terapêutico. No presente estudo, a atividade anti-
angiogênica da  BnSP-7, uma fosfolipase A2 Lys 49 previamente isolada da peçonha de 
Bothrops pauloensis, foi avaliada em células endoteliais de cordão umbilical humano 
(HUVEC). Inicialmente foi demonstrado que a BnSP-7 não apresentou citotoxicidade sobre 
células HUVEC em concentrações de 100 a 1,56 ug/mL, porém foi capaz de inibir  a 
proliferação celular em uma maneira dose (40 a 5 ug/mL) e tempo (24, 48 e 72 horas) 
dependentes quando os ensaios foram realizados  ambos pelo método do MTT.  BnSP-7 
inibiu satisfatoriamente a adesão celular de HUVECs a alguns componentes da matriz 
extracelular (fibronectina, colágeno e matrigel) bem como foi capaz de inibir a  migração e a 
formação de vasos in vitro induzida por bFGF, em matrigel e transwell, respectivamente. Tais 
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1. AKT – Proteína quinase B 
2. ATCC - American Type Culture Collection 
3. bFGF – Fator de crescimento de fibroblasto básico 
4. EDTA - Ácido etilenodiamino tetra-acético 
5. ERK – Quinase relacionada com sinal extrecelular 
6. HIF - Fator induzido por hipoxia 
7. HUVEC – Células endoteliais de cordão umbilical humano 
8. MAPK – Proteína quinase mitógeno ativada 
9. MTT - (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) 
10. PBS – Tampão fosfato salino 
11. PDGF – Fator de crescimento derivado de plaquetas 
12. PI3K – Fosfatidilinositol 3 quinase 
13. PKC – Proteína quinase C 
14. PLA2 – Fosfolipase A2 
15. SDS – Dodecilsulfato de sódio 
16. SFB – Soro fetal bovino 
17. TNF-α – Fator de necrose tumoral alfa 
18. VEGF – Fator de crescimento vascular endotelial 




Angiogênese é a formação de novos vasos sanguíneos a partir dos vasos existentes 
(FOLKMAN, 1971) (Figura 1). É um processo importante para diversas situações fisiológicas 
do organismo como, o ciclo menstrual, gravidez, cicatrização de feridas e em casos de fraturas 
ósseas (DHANANJAYA e SIVASHANKARI, 2015). Para que a angiogênese ocorra é 
necessário o desequilíbrio entre fatores pró e anti-angiogênicos (BERGES e BENJAMIN, 
2006). Fatores de estresse celular como hipoxia, falta de nutrientes e baixo pH são 
estimulantes para a sinalização angiogênica. Fatores angiogênicos se ligam a receptores 
presentes na superfície das células endoteliais iniciando assim, uma cascata de sinalização que 
irá induzir a proliferação, migração e a formação de novos capilares, além de promover a 
liberação de proteases que irão degradar a matriz extracelular. O processo da angiogênese 
possui diversas etapas: aumento da permeabilidade vascular, remoção dos pericitos, 
degradação da matriz extracelular, migração e proliferação das células endoteliais, formação 
dos tubos, maturação celular e recrutamento de pericitos (CARMELIET, 2000; HANAHNA e 
FOLKMAN, 2000).   
 
Figura 1: Processos celulares da angiogênese (CLAPP et al., 2009). 
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O VEGF é o fator pró-angiogênico mais estudado e apresenta grande importância na 
angiogênese de processos fisiológicos normais e em doenças. Ele é um dos principais 
responsáveis pela proliferação e formação de tubos (RINI e SMALL, 2005). Para que a 
angiogênese ocorra é necessária a expressão de fatores pro-angiogênicos e moléculas que irão 
participar da degradação da matriz extracelular, como as metaloproteinases. Em condições de 
hipoxia, isto é baixa concentração de oxigênio, células endoteliais irão expressar HIF, 
resultando na expressão de VEGFA e VEGFR2, o principal receptor de VEGFA (TANG, N. 
et al., 2004). Células presentes no estroma, como fibroblastos, por exemplo, e células 
inflamatórias, como mastócitos, e plaquetas também irão expressar fatores pro-angiogênicos, 
sendo os principais, VEGFA, TNF-α, PDGF, bFGF (BANKS, R. E. et AL, 2005; 
GRUNEWALD, M. et AL, 2006; HUGHES, C. C., 2008;). O aumento na expressão de 
VEGFA ativa diversas vias de sinalização, entre elas: PI3K/AKt, MAPK e a via de 
sinalização do cálcio, que irão promover a permeabilidade, sobrevivência, proliferação e 
migração das células endoteliais, e também induzem a expressão de metaloproteinases, que 
irão degradar componentes da matriz extracelular. Tais vias também participam da ativação 
de fosfolipases A2 presentes no citoplasma celular e induzem a expressão de cicloxigenase 
(COX2), enzima que irá produzir prostaglandinas, as quais induzem a expressão do VEGF, 
aumentando sua concentração e induzindo a angiogênese (SONOSHITA, TAKAKU, 
SASAKI, et al., 2001; SENO, OSHIMA, ISHIKAWA, et al., 2002; WENDUM, et al., 2005; 
WANG, DUBOIS, 2010).  A angiogênese fisiológica aparentemente é dependente da 
sinalização por VEGFA, já a angiogênese tumoral não é dependente desta, conseguindo 
substituí-la por outros fatores pro-angiogênicos tendo em vista que eles ativam as mesmas 
vias de sinalização (EBOS et al, 2009). 
A formação de novos capilares possui papel importante em algumas doenças 
classificadas como, doenças-dependentes de angiogênese, isto é, elas dependem da ocorrência 
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da angiogênese para progredir, incluem tumores, retinopatias e degeneração macular, as duas 
últimas podem comprometer parcialmente ou totalmente a visão (WANG e ADAMIS, 1998; 
TÍMAR et al, 2001) (Figura 2). 
 
Figura 2: Esquema da angiogênese tumoral. Células tumorais e do microambiente tumoral produzem fatores pró-
angiogênicos que alterar o equilíbrio entre fatores anti e pró- angiogênicos, iniciando a angiogênese tumoral 
(GELAO, et al., 2013). 
 
Dentre as patologias citadas, o câncer é a segunda doença que mais mata no mundo, 
ficando atrás apenas de doenças cardíacas (CALDERON, et al., 2014). De acordo com a 
GLOBOCAN, um projeto da Agência Internacional para Pesquisa com Câncer da 
Organização Mundial da Saúde, em uma pesquisa realizada em 184 países em 2012, a 
incidência de câncer na população mundial é de 14.1 milhões de novos casos por ano, 
ocorrendo 8.2 milhões de mortes com 32.6 milhões de pessoas com câncer. A incidência e a 
mortalidade mundiais referentes a todos os tipos de câncer com exceção do câncer de pele não 
melanoma são demonstradas nas figuras 3 e 4 respectivamente. Tais números vêm 
aumentando devido ao envelhecimento da população mundial e à exposição a fatores de risco. 
Estima-se que em 2030 haverá 12 milhões de mortes por ano decorrentes desta doença. 
  
    Figura 3: Mapa da incidência mundial de todos os tipos de câncer com exceção do câncer de pele n




       
       Figura 4: Mapa da mortalidade
melanoma ( GLOBOCAN, 2012). 
 




        No Brasil, o Instituto Nacional do Câncer José Alencar Gomes da Silva estima que nos 
anos 2016 e 2017 ocorrerão 600 mil novos casos de câncer (Estimativa/2016 – Incidência de 
Câncer no Brasil, 2015). 
        A carcinogênese ocorre quando há um desequilíbrio entre os fatores pro e anti-
apoptóticos, promovendo a sobrevivência, a proliferação e o crescimento de células que 
apresentam mutações. No entanto, um tumor é composto não apenas por células tumorais, 
mas também por vários tipos celulares normais, que dão suporte e auxiliam sua sobrevivência 
e que constituem o microambiente tumoral (CASEY, et. al., 2015). Hanahan e Weinberg 
(2011) propuseram os chamados Hallmarks of cancer, que são as capacidades adquiridas por 
um tumor durante o seu desenvolvimento que proporcionam grande complexidade funcional, 
como, resistência à morte celular, indução da angiogênese, capacidade de invasão e metástase, 
entre outros (Figura 5). 
 
Figura 5: Hallmarks of câncer com modificações (Hanahan e Weinberg, 2011). 
 
  Em 1971, Folkman desenvolveu a hipótese de que o crescimento tumoral é 
dependente da angiogênese, e também demonstrou que um tumor só consegue atingir mais de 
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sanguínea é responsável pelo fornecimento de nutrientes às células tumorais. Além de 
permitir a progressão tumoral a angiogênese apresenta séria ameaça metastática, pois junto ao 
sistema linfático, é o meio de transporte de células tumorais para outros locais do organismo.  
As células tumorais são capazes de liberar fatores pró-angiogênicos, logo, drogas que têm 
como alvo a inibição da angiogênese possuem um potencial terapêutico promissor, não 
almejando diretamente a morte de células tumorais, mas interrompendo a irrigação sanguínea 
para o local.  Componentes anti-angiogênicos são seletivos e apresentam poucos efeitos 
colaterais, pois a angiogênese em adultos ocorre em poucas condições fisiológicas e as células 
endoteliais possuem maior estabilidade genética, quando comparadas às células tumorais, por 
isso medicamentos que têm como alvo células endoteliais são menos propensos ao 
desenvolvimento de resistência pelo organismo (EICHHORN, 2007). 
Os principais tratamentos antineoplásicos utilizados hoje são quimioterapia, 
radioterapia, e cirurgias para a remoção da massa tumoral (MINISTÉRIO DA SAÚDE 
INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2011). Tais métodos são extremamente invasivos, 
afetando não só as células tumorais, como também outras células do organismo, causando 
diversos efeitos colaterais, além de apresentarem alto custo financeiro. Terapias visando alvos 
específicos encontrados em células tumorais e/ou no microambiente tumoral são menos 
invasivas e mais eficientes. A pesquisa por moléculas que agem em alvos específicos do 
tumor, inibindo aspectos dos chamados Hallmarks of cancer, e possuem baixa citotoxicidade 
é o foco das pesquisas contra a doença atualmente, pois, tais medicamentos promoveriam 
melhor resultado diminuindo os efeitos adversos (SAWYER, 2015; MCDERMOT E 
SETTLEMAN, 2009).  
Diversas pesquisas fornecem evidências de que toxinas isoladas de peçonha de 
serpente apresentam um grande potencial como agentes antitumorais e podem ser utilizadas 
como ferramenta para construção de novos agentes quimioterapêuticos (CALDERON, et al., 
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2014; VYAS, et al., 2013) . Peçonhas de serpente possuem uma grande variedade de 
compostos orgânicos e inorgânicos, como por exemplo, proteínas, carboidratos, enzimas, 
peptídeos e minerais (CALDERON, et al., 2014). As diferentes proteínas dessas peçonhas 
possuem diversas aplicações farmacológicas. Da peçonha da Bothrops pauloensis, uma 
espécie de serpente encontrada na América do Sul, já foram isoladas e caracterizadas toxinas 
de diferentes classes, como fosfolipases A2 (PLA2), metaloproteinases, serinoproteases, 
lectina do tipo C, entre outros (RODRIGUES, 2007; RODRIGUES, 2009; GOMES, 2015). 
Recentemente nosso grupo de pesquisa apresentou uma revisão sobre as aplicações 
terapêuticas das diferentes toxinas isoladas da peçonha de Bothrops pauloensis 
(RODRIGUES, et al., 2015) destacadas na  Tabela 1. 
Tabela 1- Efeitos farmacológicos e terapêuticos de toxinas isoladas de Bothrops 
pauloensis. Adaptada de Rodrigues, et al., 2015. 
Classe Toxina Efeito 
Farmacológico 
Efeito Terapêutico Referências 
PLA2 BnSP-6 Miotoxidade Bactericida e 
Leishmanicida 
Rodrigues, et al., 
1998 







Rodrigues, et al., 
1998 





Bactericida Rodrigues, et al., 
2004 
PLA2 BpPLA2 Miotoxidade 
Edematogênica 
           - Rodrigues, et al., 
2007 
PLA2 BpPLA2TX-I Miotoxidade 
Edematogênica 
Efeito anti-
tumoral e inibição 
da agregação 
plaquetária 
Ferreira, et al., 
2013 









Metaloprotease BpMP-I Não hemorrágica Fibrinogenolitica Naves de Souza, 
et al., 2012 
Metaloprotease BpMP-II Citotoxidade Anti- angiogênica 
e 
Fibrinogenolitica 
Ache, et al., 2014 
Serino protease BpSP-I - Desfibrinação Costa, et al., 2009 










Rodrigues, et al., 
2009 
 
As  PLA2s são enzimas que catalisam a hidrólise da ligação éster na posição sn-2 de 
glicerofosfolipídeos resultando em ácido araquidônico e lisofosfolipídeo (WAITE, 1987; 
BURKE e DENNIS, 2009). Elas são classificadas em 15 grupos (SCHALOSKE e DENNIS, 
2006), distribuídos em quatro principais classes: PLA2 secretada (sPLA2), PLA2 citosólica 
(cPLA2), PLA2 cálcio independente (iPLA2) e PLA2 lipoproteína associada (Lp- PLA2) 
(BURKE e DENNIS, 2009). As sPLA2 endógenas são essenciais na produção de 
eicosanóides, mediadores lipídicos pró-inflamatórios, e também atuam em vias de sinalização 
(EGFR, MEPK,PI3K/AKt) que irão aumentar a proliferação celular e a resistência a apoptose 
e são moderadamente mais expressas em células tumorais. Porém algumas sPLA2 endógenas 
atuam na inibição da invasão e da metástase e induzem a morte celular e senescencia, através 




Figura 6: Ação das sPLA2 endógenas. Ativam vias de sinalização celular através de sua atividade 
enzimática, levando a produção de sinalizadores  eicosanóides ou se ligam em receptores celulares mediando 
cascatas de sinalizações intracelulares. As sPLA2 endógenas podem ativar vias que irão levar ao crescimento e 
proliferação celular e a resistência à apoptose. Ou podem inibir a invasão e metástase e induzir senescencia e 
morte celular, no entanto este mecânismo de ação não foi elucidado (BRGLEZ, et al, 2014). 
 
 As PLA2 secretadas presentes nas peçonhas de serpentes pertencem ao grupo I ou ao 
grupo II, diferem estruturalmente, principalmente, quanto à posição dos resíduos de cisteína 
(HEINRIKSON, KRUEGER e KEIM, 1977). As sPLA2 pertencentes ao grupo II podem ser 
subdivididas em dois grupos de acordo com o aminoácido presente na posição 49 em: Asp 49, 
que apresentam um aspartato na posição 49 e possuem o sítio catalítico ativo; e Lys49, que 
apresentam uma lisina na posição 49 e não possuem o sítio catalítico ativo, pois não 
conseguem se ligar ao cálcio (BURKE e DENNIS, 2009).  
Várias pesquisas têm demonstrado o potencial antitumoral de PLA2s isoladas de 
peçonha de serpente (LIANG, et al., 2005; ROBERTO, et al. 2004; CHWETZOFF, et al., 
1989; GEBRIM, et al., 2009;  CALDERON, 2014, AZEVEDO et al., 2015). A BnSP-6, uma 
PLA2 Lys-49 isolada de Bothrops pauloensis, mostrou potencial anti-tumoral em MDA-MB-
231, uma linhagem de células tumorais da mama (AZEVEDO et al, 2015). Gebrin e 
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colaboradores (2009), demonstraram o potencial antitumoral da PLA2 BthTx-I que foi capaz 
de inibir o desenvolvimento do tumor sólido do Sarcoma 180 em camundongos. Entretanto, 
poucos trabalhos na literatura demonstram a atividade anti-angiogênica das fosfolipases A2, 
isoladas de peçonha de serpentes. Uma fosfolipase A2 isolada do veneno de Macrovipera 
lebetina, MVL- PLA2, inibiu a adesão das células HMEC-1 (human microvascular 
endothelial cell line- 1) ao substrato, a migração e a angiogênese in vitro e in vivo (BAZZA, 
et al., 2010).  
A BnSP-7 , uma das seis PLA2s isoladas da peçonha da B. pauloensis (RODRIGUES, 
et al., 1998), é uma Lys49. Ela possui massa molecular de aproximadamente 14kDa, é 
dimérica e sua estrutura tridimensional é similar a outras PLA2 Lys49 (Figura 7), possuindo 
sete pontes dissulfeto e resíduos de aminoácidos básicos e hidrofóbicos, bem como um N-
terminal composto por um resíduo de serina e resíduos de Gly30, His48, Asp 99 conservados 
em sua estrutura (RODRIGUES et al., 1998; SOARES et al., 2000; MAGRO et al., 2003). 
Seus efeitos farmacológicos descritos até o momento são necrose muscular, inflamações e 
bloqueio neuromuscular, já seus efeitos terapêuticos estudados foram bactericidas, inibindo o 
crescimento da bactéria Escherichia coli (SOARES et al, 2000), anti-Leishmania, reduzindo a 
viabilidade e o crescimento de promastigotas de Leishmania amazonensis (NUNES et al, 
2013) e anti-Toxoplasma, reduzindo a adesão e proliferação de taquizoídes de Toxoplasma 
gondii em concentrações menores do que a necessária para causar citotoxicidade nas células 





Figura 7: Estrutura BnSP-7, uma PLA2 Lys49 dimérica. Possui resíduos de aminoácidos básicos e hidrofóbicos, 
N-terminal composto por um resíduo de serina e resíduos de Gly30, His48, Asp 99 conservados em sua estrutura 
(MAGRO, et al., 2003). 
 
Diante do potencial bactericida e antiparasitário da PLA2 BnSP-7 outrora 
demonstrados,  o presente trabalho procurou explorou o seu efeito anti-angiogênico  em 
células HUVECs.  São descritas na literatura algumas fosfolipases A2, isoladas de peçonhas 
de serpentes e de escorpião, que possuem efeito anti-angiogênico, tendo todas o sítio 
catalítico ativo, sendo que para a realização dos experimentos estes passaram por um processo 
de inativação. Visando avaliar os efeitos da PLA2 BnSP-7, uma Lys49, que naturalmente, não 
possui seu sítio catalítico ativo, em células HUVECs, avaliamos o efeito citotóxico, a inibição 
da proliferação celular, inibição da adesão em diferentes componentes da matriz extracelular, 
inibição da migração e da angiogênese in vitro, esperando observar uma ação anti-







2.  Objetivos 
     Verificar a atividade anti-angiogênica in vitro da PLA2 BnSP-7 sobre as células endoteliais 
HUVECs. 
 
2.1 Objetivos específicos 
2.1.1 Determinar a citotoxidade PLA2 BnSP-7 sobre a linhagem celular HUVEC. 
2.1.2 Verificar a inibição da adesão de células HUVECs sobre diferentes substratos induzida 
pela PLA2 BnSP-7. 
2.1.3 Avaliar a capacidade de migração sobre a linhagem celular HUVEC tratada com a  
PLA2 BnSP-7. 


















3.  Material e Métodos 
3.1 Obtenção da peçonha de Bothrops pauloensis 
O projeto apresenta o Certificado de Autorização de Acesso e de Remessa de Amostra 
de componente do Patrimônio Genético sob nº 010453/2014-8. A peçonha bruta de Bothrops 
pauloensis foi obtida a partir de espécimes mantidas no Serpentário CETA- Centro de 
Extração de Toxinas Animais Ltda- Morungaba, SP. Este serpentário possui comprovante de 
registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (nº de 
cadastro: 2087163). 
3.2 Obtenção da PLA2 BnSP7 
A PLA2 BnSP-7 foi purificada de acordo com Rodrigues et al. (1998) com algumas 
modificações. Aproximadamente 200 mg da peçonha bruta de B. pauloensis foram dispersos 
em 2,0 ml de bicarbonato de amônio 0,05M, pH 8,0, e centrifugados a  480 x g por 10 
minutos a 4ºC. O sobrenadante foi aplicado à coluna de CM-Sepharose equilibrada com o 
tampão de equilíbrio (bicarbonato de amônio 0,05M, pH 8,0). A eluição da proteína foi 
realizada a 20ºC iniciando-se com o tampão de equilíbrio, em seguida foi realizado um 
gradiente convexo de concentração de bicarbonato de amônio 0,05M a 0,5M, pH 8,0. As 
frações foram coletadas de 1,0 ml/tubo num fluxo de 6,5 ml/hora, em um coletor Amersham 
Biosciences RedFrac. A absorvância de cada fração foi lida a 280 nm, em um 







3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes (SDS-PAGE) 
 A homogeneidade das amostras contendo a proteína purificada (item 3.2) foi 
verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%, com agentes desnaturantes, 
conforme a técnica descrita por Laemmli (1970). Foi utilizado um gel de empilhamento a 5% 
em pH 6,8 contendo 0,125M de Tris-HCL e 0,1% de SDS e um gel de separação a 12,5% em 
pH 8,8 e 0,1% de SDS, mantendo a relação acrilamida: bis-acrilamida de 30:0,8 (m/m).  
 
3.4 Cultura de células 
 As células Endoteliais de Cordão Umbilical Humano (HUVECs) adquiridas da ATCC, 
foram descongeladas rapidamente no banho a 37ºC, em seguida foram colocadas em um tubo 
falcon de 15ml contendo 5ml de meio de cultura  RPMI- 1640 (Sigma) suplementado com L-
glutamina  2mM,  piruvato de sódio 2mM (Sigma), MEM 1mM (Sigma), 
penicilina/streptomicina 0,1%, Hepes 25mM e   SFB 10%.  O conteúdo do falcon foi 
centrifugado a 200 g por 5 minutos a 24ºC, o sobrenadante foi descartado e o pellet 
ressuspendido em 5 ml de meio de cultura aquecido, que foi então colocado em uma garrafa 
de 25cm² e incubado a 37ºC em estufa contendo 5% CO². Quando as células atingiram 80% 
de confluência, foram transferidas para uma garrafa de 75cm², por meio do uso de tripsina. 
      O meio metabolizado presente na garrafa de 25cm² foi descartado e a garrafa lavada 
rapidamente com 5ml de PBS 1x, em seguida foi adicionado 1ml de tripsina 1x 0,2% EDTA 
(Sigma) aquecida e a garrafa foi incubada a 37ºC por alguns minutos, para que as células se 
desprendessem. O conteúdo da garrafa foi ressuspendido em 5ml de PBS com 10% de SFB e 
transferido para um tubo falcon de 15ml, o qual foi centrifugado a 200 g por 5 minutos a 
24ºC. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1ml de meio RPMI 1640 
suplementado e colocado na garrafa de 75cm² com 9 ml do meio de cultura suplementado. A 
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garrafa foi incubada a 37ºC e 5% CO². 
3.5 Ensaio de viabilidade  
 O efeito da PLA2 BnSP7 sobre a viabilidade celular em HUVECs foi avaliado pela 
oxidação mitocondrial do reagente MTT [do inglês, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (Sigma) (MTT)], de acordo com Mosmann (1983), com algumas 
modificações. Células HUVECs (5 x 104 células/poço) foram semeadas em placas de 96 
poços na presença de 100 µL de meio RPMI e, no dia seguinte, o meio foi trocado e a PLA2 
BnSP-7 foi adicionada por diluição dupla seriada (100 µg/mL-1,56 µg/mL) e a placa foi 
incubada. O tratamento das células com meio RPMI foi utilizado como controle. Após 24 
horas de incubação em estufa de CO2, o reagente MTT (20 µL; 5 mg/mL) foi adicionado a 
cada poço e a placa foi mantida na estufa por mais três horas. Em seguida, os cristais de 
formazan foram solubilizados com 100 µL de PBS contendo SDS 10% (m/v) e HCl 10 mM. 
No outro dia, a absorbância foi mensurada a 570 nm. A viabilidade celular foi expressa em 
porcentagem, considerando como 100% de crescimento celular a absorbância de células 
tratadas com meio RPMI. O ensaio foi realizado em três experimentos independentes em 
triplicata. 
 
3.6  Ensaio de proliferação  
      O ensaio de proliferação foi realizado de acordo com (LÓPEZ et al, 2010). Brevemente, 
células HUVECs foram semeadas em três placas de 96 poços na presença de 100 µL de meio 
RPMI. Na placa número um foram semeadas 1x104células/poço, na placa número dois foram 
semeadas 0,5x104 células/poço e na placa número três foram semeadas 0,25x104células/poço. 
Após 24 horas de incubação o meio da placa número um foi trocado por um novo meio 
contendo diferentes concentrações de PLA2 BnSP-7 (40μl/ml, 20μl/ml, 10μl/ml e 5μl/ml) e a 
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placa foi posteriormente  incubadas por 72h. A placa número dois foi tratada com a toxina, 
após 48h de incubação, e novamente incubada por 48h. Já a placa número três, após 72h de 
incubação foi tratada com a toxina e incubada por 24h. Decorrido os períodos de incubação, 
foram adicionados 20μl de MTT (5mg/mL) em cada poço em todas as placas, e estas foram 
incubadas por 2 horas a 37°C na estufa de CO2, seguido da adição de 100μl de SDS 10% HCL 
10mM. Depois de 18 horas de incubação a 37°C 5% CO2  a absorbância foi mensurada a 570 
nm. Tratamento das células com meio RPMI sem a PLA2 BnSP-7 foi utilizado como controle 
para todos os intervalos de tempo, e o controle negativo foi realizado com meio RPMI sem 
SFB. O ensaio foi realizado em triplicata, em um experimento independente. 
 
3.7 Inibição da adesão na presença de diferentes componentes da matriz extra celular 
      O ensaio de inibição da adesão celular foi realizado de acordo com a metodologia 
previamente descrita por  Rigot et al. (1998), com algumas modificações. Células HUVEC (5 
x 104 células/poço) foram incubadas com 100 μL da PLA2 BnSP -7 a 80 μl /ml, 40 μl/ml, 20 
μl/ml, 10 μl/ml, e 5 μl/ml  (dissolvida em meio RPMI) ou somente meio RPMI (controle) 
durante 30 minutos a 37ºC. Após este  período, as células foram então semeadas em placas de 
96 poços, as quais foram previamente incubadas com colágeno IV (10 µg/mL), fibronectina 
(5 µg/mL) ou Matrigel (1 mg/mL; Sigma), e incubados em estufa de CO2 por duas horas. Um 
controle sem nenhum substrato incubado às placas também foi realizado. Posteriormente, o 
meio foi retirado e os poços lavados três vezes com 100 µL de PBS, para a remoção de 
células não aderidas. Em seguida, meio RPMI (100 µL) e 20 µL de MTT (5 mg/mL) foram 
acrescentados a cada poço e incubados por três horas em estufa de CO2. Por fim, 100 µL de 
PBS contendo SDS 10% (m/v) e HCl 10 mM foram adicionados a cada poço e a leitura da 
absorbância foi feita a 570 nm após 18h de incubação. Células tratadas apenas com meio 
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RPMI foram consideradas como controle de 100% de adesão celular. O ensaio foi realizado 
em triplicata, em três experimentos independentes. 
 
3.8. Inibição da migração celular em Transwell 
As células HUVECs foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio RPMI sem SFB. 
Em seguida, as células (1x105/transwell) foram incubadas a 37°C por 30 minutos com a 
BnSP-7 nas concentrações de 40μl/ml e 10μl/ml, e plaqueadas na câmara superior do 
transwell que possui uma membrana com poros de 8,0µm (Greiner bio-one). Para o controle 
positivo foi adicionado meio RPMI suplementado com SFB e para o controle negativo 
utilizou-se meio RPMI sem SFB. Os transwell foram submergidos em meio RPMI 
suplementado com SFB, com exceção do controle negativo que foi submergido em meio 
RPMI não suplementado com SFB. Após 24 horas de incubação na estufa a 37°C a 5% CO2, 
o sobrenadante foi retirado da câmara superior do transwell e a membrana foi suavemente 
limpa com swab e corada com kit panótico. A membrana foi então retirada do transwell e 
fixada em lâmina. As fotos foram obtidas pelo programa NIS- Elements F 3.2, com uma 
câmera fotográfica Nikon acoplada ao microscópio óptico. Em seguida, as células foram 
contadas. O ensaio foi realizado em triplicata, em três experimentos independentes. 
 
3.9 Inibição da angiogênese in vitro induzida por bFGF por ensaio de matrigel 
Cerca de 50μl de matrigel (5,25mg/mL) (BD-Bioscences) foram plaqueados  em um 
Câmara de Poliestireno para vasos em cultura de tecidos tratados com vidro em plano 
inclinado (BD-Falcon) e incubados por 1h a temperatura ambiente. Células HUVECs 
(0,5x105) foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio RPMI tratado com 10ng/L de  bFGF .   
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Posterirormente, as células (0,5x105) foram incubadas com a BnSP-7 a 40μl/ml e 10μl/ml, em 
cada câmara a 37°C por 30 minutos. O controle positivo continha células não tratadas e o 
volume final em cada câmara foi 300μl. Após 18 horas de incubação a 37°C e 5% CO2, as 
fotos foram tiradas no programa NIS- Elements F 3.2, com uma câmera fotográfica Nikon 
acoplada ao microscópio invertido. O ensaio foi realizado como dois experimentos 
independentes em duplicata. 
 
3.10 Análise estatística  
      Os resultados foram avaliados com desvio padrão médio. A significância dos resultados 
comparados aos controles, foi calculada pelo método ANOVA com teste de comparação 
múltipla de Bnferroni no programa GraphPad Prism. Houve significância estatística quando o 









 4. Resultados  
4.1 Obtenção da PLA2 BnSP
      O fracionamento de 135,8mg 
Sepharose produziu seis frações ( CM1, CM2,
fração CM5b continha a fosfolipase A
 
 
Figura 8: Fracionamento de 135,8mg da peçonha de 
Sepharose equilibrada com o tampão de equilíbrio b
6,5ml/hora a temperatura ambiente. A eluição foi realizada com o tampão de equilíbrio, em seguida foi realizado 
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2 BnSP-7 correspondendo  a 18,4% da peçonha bruta
B. pauloensis em coluna 1,4x26cm
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8,0, com fluxo de 
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4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida 
     A eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de agente desnaturante (SDS) foi 
realizada para certificar a homogeneidade da amostra. Como pode ser observado na figura 9, a 
fração CM5b obtida da cromatografia em CM-Sepharose, apresentou uma única banda de 
aproximadamente 14KDa, não demonstrando a presença de contaminantes. A fração CM5b 
foi denominada de BnSP-7. 
 
                        
Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo padrão de peso molecular e a fração CM5b obtida da 
cromatografia em CM-Sepharose. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 a 2,5% e em seguida 
descorado em ácido acético 10%, etanol 30% e água deionizada. 1- Padrão de massa molecular (KDa).  2- PLA2 
BnSP-7. Padrão de peso molecular: Albumina Bovina 66 KDa; Ovoalbumina 45 KDa; Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 36 KDa; Anidrase carbônica 29 KDa; Tripsinogênio 24 KDa; Inibidor de tripsina 20,1 KDa; α-




4.3 Ensaio de Viabilidade por MTT 
      Para avaliar o efeito anti-angiogênico da PLA2 Lys49 BnSP-7 em HUVECs, 
primeiramente  realizamos o ensaio de viabilidade por MTT para verificar sua citotoxidade 
nestas células, e selecionar doses abaixo das concentrações tóxicas para os ensaios seguintes. 
Para isso as HUVECs foram tratadas com a toxina em diferentes concentrações (100µg/ml, 
50µg/ml, 25µg/ml, 12,5µg/ml, 6,25µg/ml, 3,12µg/ml e 1,56µg/ml). A PLA2 BnSP-7 não 
alterou significativamente a viabilidade das células em nenhuma das concentrações 
observadas quando comparadas ao controle (Figura 10). 
 
 
Figura 10: Ensaio de viabilidade por MTT.. As HUVECs foram tratadas com a BnSP-7: 100µg/ml, 50µg/ml, 
25µg/ml, 12,5µg/ml, 6,25µg/ml, 3,12µg/ml e 1,56µg/ml. Após 24h de incubação foi adicionado o reagente MTT 
(5mg/mL) e decorridas três horas foi acrescentado SDS 10% HCl 10mM. No dia seguinte a absorbância foi 
mensurada a 570nm. Não houve diferença estatística significante (P > 0,05ANOVA) comparada ao controle. O 
controle positivo para viabilidade foram células não tratadas. 
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4.4  Inibição da proliferação celular 
      O ensaio de proliferação foi realizado em três tempos 24, 48 e 72 horas, com células 
tratadas com quatro concentrações da BnSP-7, 40µg/ml, 20µg/ml, 10µg/ml e 5µg/ml. 
Observamos que a inibição da proliferação foi proporcional à dose e ao tempo, isto é, quanto 
maior o tempo de tratamento e a dose da toxina, menor era a proliferação das HUVECs 
quando comparada ao controle (Figura 11).  Deste modo, as células tratadas com BnSP-7 a 
40µg/ml por 72 horas apresentaram baixa proliferação, comparadas ao controle. 
 
  
Figura 11: Ensaio de proliferação em HUVECs. As células foram tratadas com 4 diferentes concentrações de 
BnSP-7 por 24, 48 e 72 horas e analisadas  pelo método de MTT.  O controle continha células não tratadas. * 
Não houve diferença estatística significativa entre as concentrações 40µg/ml e 20µg/ml nas células tratadas por 
24h (P>0,05). # Não houve diferença estatística significativa entre o controle e o tratamento na concentração de 
5µg/ml nas células tratadas por 72h (P>0,05).  Houve diferença estatística significante entre os demais 
tratamentos comparados ao controle (P < 0,05ANOVA). 
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4.5 Inibição da adesão de HUVEC em diferentes componentes da matriz extra celular 
 
        A PLA2 BnSP-7 foi capaz de inibir a adesão de HUVECs sobre os três diferentes 
substratos: colágeno IV, fibronectina e matrigel (Figura 12), mostrando maior inibição da 
adesão sobre  o colágeno IV e o matrigel quando comparados ao substrato fibronectina e na 
ausência de substrato. Nas concentrações de 5µg/ml ou 80µg/ml a BnSP7 foi capaz de inibir 
aproximadamente 40% e 80 % a adesão ao colágeno, respectivamente (Figura 12).      
      
 
Figura 12: Ensaio de inibição da adesão celular na presença ou ausência de diferentes substratos (colágeno IV, 
fibronectina e matrigel). Células HUVECs (5 x 104 células/poço) foram tratadas com diferentes concentrações de  
BnSP-7 ( 80µg/ml, 40µg/ml, 20µg/ml, 10µg/ml e 5µg/ml) durante 30 minutos a 37ºC.  Posteriormente, as células 
foram plaqueadas e adesão celular foi determinada pelo método do reagente MTT, sendo o tratamento com meio 
RPMI considerado como 100% de adesão. * Diferença estatística significativa entre colágeno IV e e fibronectina 





4.6 Inibição da migração de HUVEC em Transwell 
      As células foram tratadas com BnSP-7 a 40µg/ml e 10µg/ml, sendo que ambas as 
concentrações inibiram significativamente a migração das HUVECs no Transwell, quando 
comparadas ao controle positivo (presença de SFB) e ao controle negativo (ausência de SFB) 
(Figura 13A). Como pode ser observado na figura 13B, a presença do SFB  induziu uma 
grande migração celular evidenciada por uma intensa coloração, a qual indica um grande 
número de células HUVECs presentes no Traswell. Inversamente, houve uma significativa 
redução da intensidade de coloração do Transwell na ausência do SFB (controle negativo) 
(Figura 13C), e com o prévio tratamento das HUVECs com a BnSP-7 (Figuras 13D e 13E).  
 
 
Figura 13: Ensaio de Migração em Transwell. Para o controle positivo foram usadas células em meio com soro 
fetal bovino (SFB). Para o controle negativo foram usadas células em meio sem SFB. As células foram tratadas 
com duas concentrações de BnSP-7, 40µg/mL e 10µg/mL. Após 24h as células foram coradas kit panótico, 
contadas e fotografadas na objetiva de 20x. A: Medida quantitativa da migração celular. * Diferença estatística 
significativa quando comparado ao controle positivo (P <0,05), # Diferença estatística significativa quando 
comparado ao controle negativo (P <0,05). B: Controle positivo; C: Controle negativo; D: BnSP-7 10µg/mL; E: 
BnSP-7 40µg/mL.  
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4.7 Inibição da angiogênese in vitro induzida por bFGF em ensaio de matrigel 
      No ensaio de inibição da angiogênese in vitro as HUVECs foram tratadas com duas 
concentrações de BnSP-7, 10µg/ml e 40µg/ml  e plaqueadas em matrigel. O controle, células 
não tratadas, induziu a angiogênese in vitro, formando vasos (Figura 14A). Já as células 
tratadas com a toxina, em ambas as concentrações, não formaram vasos (Figura 14B e 14C), 
demonstrando a capacidade da PLA2 Lys49 BnSP-7, que não possui o sítio catalítico ativo, de 
inibir a angiogênese in vitro, sendo esta a primeira fosfolipase A2 Lys49 a demonstrar tal 
capacidade. As imagens foram analisadas por microscopia de contraste de fase sob ampliação 
de 20 x. 
 
 
Figura 14: Ensaio de inibição da angiogênese in vitro com matrigel. A: Controle positivo, células não tratadas. 
B: Células tratadas com BnSP-7 10µg/mL. C: Células tratadas com BnSP-7 40µg/mL. As células foram 








         Desde 1971, quando Folkman desenvolveu a hipótese de que o crescimento tumoral é 
dependente da angiogênese, várias pesquisas foram realizadas, confirmando sua teoria e 
resultando em demais pesquisas a procura por moléculas capazes de inibir a angiogênese e 
serem utilizadas como possíveis terapias para o câncer (FOLKMAN, 2007). Peçonhas de 
serpentes possuem grande variedade de compostos biológicos, dentre eles, vários 
componentes apresentam atividade anti-angiogênica, sendo as desintegrinas as mais estudadas 
(MCLANE et al, 2008). Poucos estudos publicados, até o momento, descrevem a ação de 
PLA2s isoladas de peçonhas na angiogênese (BAZZA, et al., 2010 e KESSENTINI-ZOUARI, 
et al., 2010, JRIDI, et al., 2015 ) . 
         As PLA2s Lys-49 isoladas de peçonha de serpentes não apresentam atividade catalítica, 
portanto seu efeito sobre células pode ser devido ao rompimento da membrana plasmática 
sem que ocorra a hidrólise de fosfolipídeos de membrana. De acordo com Lomonte et al. 
(2003), uma característica estrutural comum de PLA2s que não possuem o sítio catalítico 
ativo, é que elas possuem uma face catiônica, na região C-terminal, que pode interagir com os 
lipídios carregados negativamente na membrana plasmática. Tal interação é provavelmente 
seguida pela penetração e desorganização da membrana (LOMONTE et al, 2003).  
         A PLA2 BnSP-7 não possui atividade catalítica, portanto não é capaz de produzir ácido 
araquidônico, como as PLA2 cataliticamente ativas, o qual será utilizado como substrato  na 
via das cicloxigenases para a produção de prostaglandinas, que estimula a expressão de 
fatores de crescimento pró-angiogênicos,. No entanto, já foi demonstrado a indução na 
produção de mediadores inflamatórios lipídicos (prostaglandinas e leucotrienos) induzidos 
por PLA2s Lys-49 (CHACUR, et al., 2004; MOREIRA, et al., 2003). Moreira et al. (2013) 
demonstraram que macrófagos tratados com MT-II, uma PLA2 Lys49 isolada da peçonha de 
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Bothrops asper, induziu a produção de prostaglandina e a expressão de COX-2, também foi 
capaz de fosforilar várias quinases, p38, PI3K, PKC e  ERK, ativando várias vias de 
sinalização que participam da via de produção das prostaglandinas, um mediador pró-
inflamatório (MOREIRA, et al., 2003). A capacidade inflamatória de PLA2 Lys49 de 
peçonhas ofídicas é atribuída à região C-terminal composta por duas regiões conservadas de 
resíduos de aminoácidos básicos e hidrofóbicos que podem interagir com fosfolipídios de 
membrana carregados negativamente e desta forma desestabilizar a membrana celular 
(DENNIS, 1994; ALOULOU, et al., 2012; RODRIGUES, et al., 2015). 
      Contudo, a ação da BnSP-7 sobre as células HUVECs pode ser mediada pela interação 
desta com integrinas e/ou outras proteínas de membranas que uma vez ligadas a BnSP-7 
podem desencadear a ativação ou inibição de cascatas de sinalização intracelular modulando 
vias que levam a diversos efeitos como por exemplo a apoptose. 
A PLA2 Lys49 BnSP-7, cujas ações anti-angiogênicas foram primeiramente descritas 
no presente estudo, foi isolada da peçonha de B. pauloensis em coluna cromatográfica de 
troca iônica (CM-Sepharose) seguindo as metodologias previamente descritas por Rodrigues 
et al., (1998) e Soares et al. (2000). Após este processo, a homogeneidade da PLA2 BnSP-7 
foi confirmada por SDS-PAGE.  
As PLA2s Lys-49 de peçonhas botrópicas são proteínas homodiméricas, 
enzimaticamente inativas possuindo caráter básico e massa molecular de aproximadamente 
14kDa (DA SILVA GIOTTO et al., 1998; ARNI et al., 1999; SCHALOSKE e DENNIS, 
2006;  FERNANDES et al., 2010). Essas proteínas já foram isoladas de diferentes peçonhas 
(DÍAZ, et al., 1995; RODRIGUES, et al., 1998; FULY, et al. 2002) e suas propriedades 
farmacológicas bem como terapêuticas vêm sendo amplamente desvendadas (SOARES et al, 
2000; RODRIGUES, et al., 2004; Rodrigues, et al., 2007; YAN, et al., 2007; FERREIRA, et. 
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al., 2013; NUNES et al, 2013; AZEVEDO, et al., 2016). 
Nesse contexto, a atividade anti-angiogênica da PLA2 BnSP-7 sobre células HUVECs 
foi avaliada.   Inicialmente, observamos que a BnSP-7 nas concentrações de 1,56 μg/ml a 100 
μg/mL não alterou a viabilidade das HUVECs, assim como foi demonstrado pela MVL-PLA2 
isolada da peçonha de Macrovipera lebetina, a qual não alterou a viabilidade de células 
endoteliais macrovasculares humana 1 (HMEC1) (BAZZA, et al., 2010) e CC-PLA2-1 e CC-
PLA2-2 isoladas de Cerastes cerastes que também não diminuíram a viabilidade de células 
endoteliais microvaculares do cérebro humano (HBMEC) (KESSENTINI-ZOUARI, et al., 
2010).  Por outro lado, a proliferação celular das HUVECs foi reduzida quando tratadas com a  
BnSP-7, sendo este efeito não observado pelas  fosfolipases MVL-PLA2, CC-PLA2-1 e CC-
PLA2-2 (BAZZA, et al., 2010 e KESSENTINI-ZOUARI, et al., 2010), demonstrando o maior 
potencial da BnSP-7 como um modelo farmacológico, pois a capacidade de diminuição da 
proliferação celular é importante para o controle eficiênte da angiogênese. As três fosfolipases 
citadas possuem o sítio catalítico ativo, porém, para os experimentos elas passaram por um 
processo de inativação. A BnSP-7 já é uma fosfolipase cataliticamente inativa, não precisando 
ser quimicamente modificada para a realização dos experimentos. 
      A BnSP-7 promoveu, em diferentes concentrações, a inibição da adesão das células 
HUVECs nos diferentes substratos, fibronectina, colágeno IV e matrigel, bem como foi capaz 
de inibir a migração e a angiogênese in vitro. Estes efeitos inibitórios de PLA2s sobre 
mecanismos de adesão, migração e angiogênese foram pouco explorados no meio cientifico. 
Estudos também realizados com as PLA2s, CC-PLA2-1, CC-PLA2-2 e MVL-PLA2 
anteriormente descritas e a PLA2 isolada da peçonha do escorpião Hemiscorpius lepturus, 
denominada Hemilipin, demonstraram que estas proteínas foram capazes de inibir a adesão de 
células endoteliais ao fibrinogênio e fibronectina através de interações com as integrinas α5β1 
e αv, respectivamente (BAZZA, et al., 2010; KESSENTINI-ZOUARI, et al., 2010, JRIDI, et 
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al., 2015).   Estes substratos são componentes da matriz extracelular e se ligam a diferentes 
integrinas da membrana plasmática. As integrinas são moléculas de adesão da membrana 
celular, responsáveis pela adesão das células à matriz extracelular. Esta interação é 
responsável por sinalizações celulares que controlam a adesão, migração, proliferação, 
diferenciação, apoptose e a angiogênese (AKALU et al, 2005 e ALGHISI et al, 2006). A 
interação de PLA2s com integrinas pode impedir que essas se liguem aos componentes da 
matriz extracelular impedindo processos de adesão e migração celular, bem como a formação 
de novos vasos sanguíneos.  Estudos de citometria de fluxo em andamento em nosso 
laboratório demonstraram que a BnSP-7 foi capaz de reconhecer as integrinas α2β1, αvβ3 e 
α5 (dados não mostrados). α2β1 , se liga ao colágeno, estudos verificaram que quando esta 
interação não ocorre a proliferação e a migração de células endoteliais são reduzidas devido a 
falta de sinalização que ocorre através deste receptor (GHATAK, et al. 2016). αvβ3, se liga a 
fibronectina  regulando as vias p38 e MAPK essenciais para a angiogênese (PETITCLERK, et 
al., 2000; CONTOIS, et al., 2014). Já α5, se liga a fibronectina e possui grande importância na 
formação do tubo (LIU, et al.,2009). No entanto, novos experimentos devem ser conduzidos 
para confirmar se de fato a PLA2 BnSP-7 interfere na adesão e angiogênese das células 
HUVECs por meio  de tais integrinas. 
 Azevedo et al. (2016) demonstraram que a PLA2 Lys49 BnSP-6, uma fosfolipase 
homóloga da BnSP-7,também isolada da peçonha de B. pauloensis, causou significante 
citotoxicidade sobre células tumorais de câncer de mama (MDA-MB-231), quando 
comparada com uma linhagem de mama não tumorigênica (MCF10A), além de induzir 
apoptose, diminuir a adesão, a migração dessas células e diminuir a expressão de genes 
relacionados a estes processos (AZEVEDO et al., 2016). Recentemente, Almeida e 
colaboradores (2016) verificaram que a BnSP-6 também é capaz de induzir genotoxicidade 
em células (MDA-MB-231), alterar o ciclo celular por promover a diminuição da proliferação 
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celular acumulando as células na fase G0-G1. Além disso, a BnSP-6 diminuiu a expressão de 
genes relacionados ao avanço das células pelo ciclo celular. Tais resultados demonstram a 
importância de estudo sobre o efeito terapêutico de PLA2 Lys49 isoladas de peçonhas de 
serpentes. 
       Nossas perspectivas são verificar com quais são os alvos moleculares da  BnSP-7 nas 
HUVECs e descrever um provável mecanismo de ação. 
 
              
6.0 Conclusão 
        Nossos resultados demonstraram que a ação anti-angiogênica da PLA2 BnSP-7 não 
ocorre devido a citotoxicidade desta toxina, pois mesmo em  altas concentrações não 
observamos alteração na viabilidade celular das HUVECs. A proliferação, adesão e migração 
celular são essenciais para o processo de angiogênese, e sem a formação de vasos não há 
desenvolvimento tumoral e a chance de metástase é consideravelmente reduzida. Desta forma, 
compostos anti-angiogênicos capazes de inibir estas ações, sem afetar a viabilidade celular, 
apresentam grande potencial para o tratamento tumoral.   
       A capacidade da BnSP-7 de inibir a adesão das HUVECs nos três substratos testados, 
diminuir a proliferação das células, inibir a migração e a angiogênese in vitro, sem demonstrar 
citotoxicidade para as células, faz com que esta enzima possua um potencial modelo 
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